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摘要： 目的　 基于多维 “蛛网” 模式辨析黑骨藤追风活络胶囊治疗类风湿性关节炎的质量标志物。 方法　 基于 “传
递与溯源” 原则， 筛选由原药材传递至复方制剂的化合物； 基于特有性原则， 筛选复方中的指标成分； 基于配伍原

则， 结合复方中原药材的配伍规律归属化合物； 基于可测性原则， 根据标准和文献的指标成分含量测定， 评价各成分

的可测性； 基于有效性原则， 通过网络药理学研究对化学成分对应靶点数。 绘制 “蛛网” 模式图， 按回归面积大小

确定关键质量标志物， 分子对接法验证结果的可靠性。 结果 　 青藤碱、 千金藤宁碱、 △５⁃ｐｒｅｇｎｅｎｅ⁃３β， １７α， ２０
（Ｓ） ⁃ｔｒｉｏｌ、 ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｇｅｎｉｎ、 ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｓｉｄｅ Ｍ 的综合回归面积排名较高， 能很好地结合类风湿性关节炎疾病靶点。
结论　 本研究结果可为黑骨藤追风活络胶囊治疗类风湿性关节炎的质量控制奠定理论基础。
关键词： 黑骨藤追风活络胶囊； 质量标志物； ５ 个原则； “蛛网” 模式； 网络药理学
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　 　 黑骨藤追风活络胶囊由黑骨藤、 青风藤、 追风伞组成，
是根据苗族医药理论， 按照现代制药技术制成的苗药复方

制剂， 具有祛风除湿、 通络止痛功效［１］ ， 临床上用于治疗

类风湿性关节炎， 疗效显著［２⁃３］ 。 但黑骨藤追风活络胶囊的

药效物质基础尚不明确， 现行质量标准仅有薄层鉴别、 显

微鉴别［４⁃５］及单一指标成分青藤碱的含量测定， 无法反映该

制剂质量的整体性及质量内涵。
由于药材的来源、 配伍及工艺不同， 复方制剂中的化

学成分种类和含量波动较大， 增加了质量标准建立的复杂

性［６］ 。 刘昌孝院士提出中药质量标志物 （Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ） 的理

念， 即存在于中药材和中药产品中固有的或加工制备过程

中形成的， 与中药的功能属性密切相关的化学物质， 作为

反映中药安全性和有效性的标志性物质进行质量控制， 具

有传递与溯源、 特有性、 复方配伍、 可测性、 有效性 ５ 个

原则［７］ 。
“蛛网” 作为一种多指标的可视化分析模型， 可综合

分析多个指标对整体的影响。 本研究从 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ 的 ５ 个原

则和多维 “蛛网” 模式， 辨析黑骨藤追风活络胶囊抗类风

湿性关节炎的 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ， 并结合分子对接技术评估蛋白质⁃
配体结合潜能， 验证结果的可靠性， 以期为进一步构建更

加科学的质量评价体系提供科学依据。

１　 数据库与软件

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ １０ ０ 软件， ＰｙＭｏｌ ２ ４ ０ 软件， Ａｕｔｏ Ｄｏｃｋ
Ｖｉｎａ １ １ ２ 软 件， ＴＣＭＳＰ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／
ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ） 平 台， ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ） 数 据 库， ＰｕｂＣｈｅｍ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 数 据 库， ＤｒｕｇＢａｎｋ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ．ｃｏｍ ／ ） 数据库， ＴＴＤ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｂ．
ｉｄｒｂｌａｂ． ｎｅｔ ／ ｔｔｄ ／ ） 数 据 库， ＤｉｓＧｅＮＥＴ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ） 数 据 库， ＯＭＩＭ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ．
ｏｒｇ ／ ） 数据库， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）
数据库、 ＵｎｉＰｒｏｔ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ） 数据库，
ＲＣＳＢ ＰＤＢ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 数据库。
２　 方法与结果

２ １　 基于 “传递与溯源” 的 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ 辨析 　 查阅相关文

献从黑骨藤追风活络胶囊三味原料药材中共辨识出 ３４６ 个

化合物， 其中从黑骨藤辨识出 １３８ 个化合物， 主要为强心

苷类、 黄酮类、 苯丙素类等［８⁃９］ ； 从青风藤中共辨识出 ９１
个化合物， 主要为生物碱类、 挥发油类等［１０］ ； 从追风伞中

共辨识出 １１７ 个化合物， 主要为黄酮类、 挥发油类等［１１⁃１２］ 。
课题组前期采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 联用技术快速分

析了黑骨藤追风活络胶囊的化学成分［１３］ ， 共鉴定出 ８０ 个
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化合物， 主要包括苯丙素类、 黄酮类、 生物碱类、 甾体皂

苷类及少量的核苷和脂肪酸等化学成分。 原料药材中含有

的化合物有 ８０ 个可以 “传递” 到制剂中， 见表 １。

表 １　 黑骨藤追风活络胶囊主要化学成分

药材 类型 名称 分子式

青风藤 生物碱类、糖苷类 青藤碱氮氧化物鼠李糖苷 Ｃ２５Ｈ３３ＮＯ９

去甲乌药碱葡萄糖苷 Ｃ２２Ｈ２７ＮＯ８

去甲乌药碱葡萄糖苷异构体 Ｃ２２Ｈ２７ＮＯ８

去甲乌药碱 Ｃ１６Ｈ１７ＮＯ３

去甲青藤碱葡萄糖苷 Ｃ２４Ｈ３ １ＮＯ９

尖防己定碱 Ｃ１９Ｈ２４ＮＯ６Ｃｌ
双青藤碱 Ｃ３８Ｈ４４Ｎ２Ｏ８

青藤碱 Ｃ１９Ｈ２３ＮＯ４

尖防己碱 Ｃ１９Ｈ２４ＮＯ６Ｃｌ
去甲青风藤碱 Ｃ１８Ｈ１９ＮＯ４

去氧青藤碱葡萄糖苷 Ｃ２５Ｈ３４ＮＯ８

ｄａｕｒｉｃｕｍｉｎｅ Ｃ１９Ｈ２４ＮＯ６Ｃｌ
双青藤碱异构体 Ｃ３８Ｈ４４Ｎ２Ｏ８

土藤碱 Ｃ１８Ｈ１９ＮＯ３

木兰花碱 Ｃ２０Ｈ２４ＮＯ４

异青藤碱 Ｃ１９Ｈ２３ＮＯ４

紫菫定甲醚 Ｃ２１Ｈ２５ＮＯ４

千金藤宁碱 Ｃ１９Ｈ１８ＮＯ４
＋

伪非洲防己碱 Ｃ２０Ｈ２０ＮＯ４
＋

Ｎ⁃反式⁃阿魏酰酪胺 Ｃ１８Ｈ１９ＮＯ４

四氢小檗碱 Ｃ２０Ｈ２１ＮＯ４

ｃｈｅｌｉｄｏｎｉｎｅ Ｃ２０Ｈ１９ＮＯ５

ｎａｎｄａｚｕｒｉｎｅ Ｃ１９Ｈ１４ＮＯ５

８⁃氧代表小檗碱 Ｃ２０Ｈ１７ＮＯ５

去甲劳丹碱葡萄糖苷 Ｃ２５Ｈ３３ＮＯ９

黑骨藤 苯丙素类、有机酸、挥发油、甾体类、黄酮类、酚 １⁃Ｏ⁃芥子酰基葡萄糖苷 Ｃ１７Ｈ２２Ｏ１０

类、糖苷类 绿原酸 Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９

隐绿原酸 Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９

３⁃Ｏ⁃咖啡酰⁃５⁃Ｏ⁃芥子酰奎尼酸 Ｃ２７Ｈ２８Ｏ１３

丁香脂素二葡萄糖苷 Ｃ３４Ｈ４６Ｏ１８

丁香脂素二葡萄糖苷异构体 Ｃ３４Ｈ４６Ｏ１８

丁香脂素⁃４⁃Ｏ⁃葡萄糖 Ｃ２８Ｈ３６Ｏ１３

５⁃Ｏ⁃咖啡酰⁃３⁃Ｏ⁃芥子酰奎尼酸 Ｃ２７Ｈ２８Ｏ１３

３⁃Ｏ⁃咖啡酰⁃４⁃Ｏ⁃芥子酰奎尼酸 Ｃ２７Ｈ２８Ｏ１３

４⁃Ｏ⁃咖啡酰⁃５⁃Ｏ⁃芥子酰奎尼酸 Ｃ２７Ｈ２８Ｏ１３

原儿茶酸 Ｃ７Ｈ６Ｏ４

新绿原酸 Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９

异绿原酸 Ｂ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２

异绿原酸 Ｃ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２

异绿原酸 Ａ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２

ｃａｎｎａｂｉｓｉｎ Ｆ Ｃ３６Ｈ３６Ｎ２Ｏ８

ｃａｎｎａｂｉｓｉｎ ｆｉｓｏｍｅｒ Ｃ３６Ｈ３６Ｎ２Ｏ８

１，２⁃ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉｏｘｙ⁃３，１０，１１⁃ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｎｏｒａｐｏｒｐｈｉｎｅ Ｃ２０Ｈ２１ＮＯ５

亚麻酸 Ｃ１８Ｈ３０Ｏ２

ｐｅｒｉｐｌｏｇｅｎｉｎ３⁃Ｏ⁃ｂ⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ（１⁃４）⁃Ｏ⁃ｂ⁃Ｄ⁃ｄｉｇｉｔｏｘｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ Ｃ３５Ｈ５４Ｏ１３

杠柳毒苷 Ｃ３６Ｈ５６Ｏ１３

异槲皮苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１２

８⁃异戊烯基山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖⁃７⁃Ｏ⁃鼠李糖苷 Ｃ３２Ｈ３８Ｏ１５

羟基酪醇葡萄糖苷 Ｃ１４Ｈ２０Ｏ８

ｃｅｐｈａｔｏｎｉｎｅ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ Ｃ２６Ｈ３５ＮＯ１０

亚油酸 Ｃ１８Ｈ３２Ｏ２

追风伞 黄酮类、糖苷类、苷类、有机酸、酚酸类 芦丁 Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１６
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续表 １

药材 类型 名称 分子式

山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１

山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１

槲皮素⁃３⁃Ｏ⁃鼠李糖苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１

山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃鼠李糖苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１０

８⁃异戊烯基山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖苷 Ｃ３８Ｈ４８Ｏ２０

８⁃异戊烯基山柰酚⁃３，７⁃二葡萄糖苷 Ｃ３２Ｈ３８Ｏ１６

８⁃异戊烯基 Ｃ３２Ｈ３８Ｏ１５

槲皮素 ３⁃Ｏ⁃（２″⁃对香豆酰基）⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１４

山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃（２″⁃对香豆酰基）⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１３

山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷 Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１５

山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃（３″⁃对香豆酰基）⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷 Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１３

朝藿定 Ａ Ｃ３９Ｈ５０Ｏ２０

朝藿定 Ｂ Ｃ３８Ｈ４８Ｏ１９

朝藿定 Ｃ Ｃ３９Ｈ５０Ｏ１９

淫羊藿苷 Ｃ３３Ｈ４０Ｏ１５

８⁃异戊烯基山柰酚⁃３，７⁃二鼠李糖苷 Ｃ３２Ｈ３８Ｏ１４

８⁃异戊烯基山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃鼠李糖苷 Ｃ２６Ｈ２８Ｏ１０

淫羊藿素⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷 Ｃ３３Ｈ４０Ｏ１５

淫羊藿素⁃３，７⁃二鼠李糖苷 Ｃ３３Ｈ４０Ｏ１４

淫羊藿⁃３⁃鼠李糖苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ６

西伯利亚远志糖苷 Ａ６ Ｃ２３Ｈ３２Ｏ１５

ｐｅｒｉｆｏｒｏｓｉｄｅ Ｅ Ｃ３５Ｈ５２Ｏ１３

３ｂ⁃［（Ｏ⁃ｂ⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ⁃（１⁃４）⁃ｂ⁃Ｄ⁃ｃｙｍａｒｏｓｙｌ）ｏｘｙ］⁃５ｂ， １４ｂ⁃
ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃７⁃ｅｎ⁃ｃａｒｄ⁃２０（２２）⁃ｅｎｏｌｉｄｅ

Ｃ３６Ｈ５４Ｏ１３

尿苷 Ｃ９Ｈ１２Ｎ２Ｏ６

鸟苷 Ｃ１０Ｈ１３Ｎ５Ｏ５

柠檬酸 Ｃ６Ｈ８Ｏ７

奎宁酸 Ｃ６Ｈ８Ｏ７

原儿茶醛 Ｃ７Ｈ６Ｏ３

２ ２　 基于成分特有性的 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ 辨析　 特有性指能代表和

反映同一类药材的共有并区别于其他类药材的特征性成分，
能反映同一类不同种药材的差异性成分［１４］ ， 明确特有性成

分对 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ 的确定有重要意义。
黑骨藤为萝藦科植物黑龙骨 Ｐｅｒｉｐｌｏｃａ ｆｏｒｒｅｓｔｉｉ Ｓｃｈｌｔｒ． 的

干燥根及全株， 主要含有挥发油、 皂苷、 苯丙素以及黄酮、
三萜等化学成分， 特征性成分为 Ｃ２１甾类， 如△５⁃ｐｒｅｇｎｅｎｅ⁃
３β， １７α， ２０ （Ｓ） ⁃ｔｒｉｏｌ、 ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｇｅｎｉｎ、 ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｓｉｄｅ Ｍ［１５］。

青风藤， 又名寻风藤、 青藤， 是防己科植物青藤

Ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍ ａｃｕｔｕｒｎ （ Ｔｈｕｎｂ ） Ｒｅｈｄ ｅｔ Ｗｉｌｓ． 及 毛 青 藤

Ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍ ａｃｕｔｕｒｎ （ Ｔｈｕｎｂ） Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． ｖａｒ． ｃｉｎｅｒｅｕｍ
Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． 的干燥藤茎， 主要含有生物碱、 挥发油、 甾

醇等化学成分， 具有抗炎镇痛、 免疫抑制、 抗肿瘤等作用，
特征性成分为青藤碱、 大黄素、 钝叶素、 橙黄决明素、 ６，
８⁃二羟基⁃１， ２， ７⁃三甲氧基⁃３⁃甲基蒽醌、 决明素、 黄决

明素［１０］ 。
追风 伞 是 报 春 花 科 植 物 狭 叶 落 地 梅 Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａ

ｐａｒｉｄｉｆｏｒｍｉｓ Ｆｒａｎｃｈ． ｖａｒ． ｓｔｅｎｏｐｈｙｌｌａ Ｆｒａｎｃｈ． 及 落 地 梅

Ｌｙｓｉｍａｃｈｉａ ｐａｒｉｄｉｆｏｒｍｉｓ Ｆｒａｎｃｈ． 的干燥全草， 含有大量黄酮

类成分， 具有多种药理活性［１６⁃１７］ ， 特征成分尚未明确。
２ ３　 基于复方配伍规律的 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ 辨析 　 中药复方以

“君臣佐使” 为配伍原则， 君药是指在处方中对主证或主病

起关键治疗作用的药物药力居方剂组分之首； 臣药是指辅

助君药、 可有效强化主病和主证治疗效果的药物； 佐药有

多重含义， 可配合君臣药治疗兼证， 可抑制君臣药的毒性，
可与君药药性相反起反佐作用； 使药， 一是引经药， 即能

引导方中诸药至特定病所， 二是调和不同药物［１８］ 。
苗药复方的组方结构一般为领头药、 铺底药和引经药。

领头药在全方中发挥重要的作用， 治疗疾病的主要病因，
铺底药起辅助主药发挥疗效或治疗疾病兼症的作用， 地位

稍次于主药； 引经药起到引导主药和辅药到达病位、 缓和

药物毒性、 加强人体营养的作用［１９］ 。
黑骨藤追风活络胶囊组方中黑骨藤为开路药， 兼作领

头药、 母药， 青风藤重用， 为本方铺底通气散血药、 治毒

药， 再配伍长于赶风毒的追风伞以全清毒治法， 与青风藤

合用作为本方铺陈治毒基底的药物组合， 见图 １。 在中药和

苗药的配伍结构中， 君药和领头药、 臣药与铺底药、 佐药

和引经药有着共通之处［２０］ ， 由此可在基于复方配伍规律的

赋值中， 将黑骨藤追风活络胶囊组方药材与中药的 “君臣

佐使” 结构类比而进行赋值。
２ ４　 基于成分可测性的 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ 辨析 　 ２０２０ 年版 《中国

药典》 明确规定了青风藤的测定方法和限度要求为含青藤
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图 １　 黑骨藤追风活络胶囊组方配伍图

碱≥０ ５０％ ， 其他文献表明木兰花碱、 四氢表小檗碱、 青

风藤碱、 ｓｉｎｏｒａｃｕｔｉｎｅ、 蝙蝠葛碱、 伪非洲防己碱、 延胡索乙

素、 尖防己碱等为青风藤含量测定的指标成分［２１⁃２２］ 。 课题

组前期研究表明， 黑骨藤含量测定的指标成分新绿原酸≥
０ ２４５％ 、 绿原酸≥０ ９３３％ 、 隐绿原酸≥０ ２６３％ 、 异绿原

酸 Ｂ≥０ ００５ ６％ 、 异绿原酸 Ａ≥０ ０１２％ 和异绿原酸 Ｃ≥
０ ０５９％ ［２３］ ， 且杠柳毒苷［２４］ 、 槲皮素⁃３⁃Ｏ⁃α⁃Ｌ⁃吡喃阿拉伯

糖苷等也有文献报道［２５］ 。 芦丁、 槲皮素、 山柰酚、 木犀草

素和刺槐素等为追风伞含量测定的指标成分［２６⁃２７］ 。
２ ５　 基于有效性的 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ 辨析 　 网络药理学具有整体

性、 系统性的优点， 在中药质量控制方面， 其可作为辅助

分析方法用于挖掘和验证潜在的中药质量标志物。 本研究

以类风湿性关节炎为疾病模型， 筛选青风藤、 黑骨藤、 追

风伞与其相关的活性成分， 综合预测潜在的 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ。

　 　 在 ＴＣＭＳＰ 数据库中收集青风藤的化学成分， 并在文献

中检索出黑骨藤［８⁃９］ 、 追风伞［１１⁃１２］等化学成分。 根据其口服

生物利用度≥３０％ 、 类药性≥０ １８， 筛选出其中的活性成

分。 通过 ＣｈｅｍＤｒａｗ 软件画出通过筛选的各成分结构， 保存

为 “ｓｄｆ” 格式并在 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库搜索， 得到各成分的

ＳＭＩＬＥＳ 号， 再使用 Ｓｗｉｓｓ ＡＤＭＥ 平台进一步筛选， 以胃肠

道吸 收 评 分 为 “ 高”， 药 物 样 通 过 （ Ｌｉｐｉｎｓｋ 五 原 则、
Ｇｈｏｓｅ、 维伯法则、 Ｅｇａｎ、 Ｍｕｅｇｇｅ） 至少 ２ 个 “是” 为标准

进行筛选［２８］ ， 在 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台预测条件符合的

活性成分， 取二者交集成分。 在 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库中对预测的

靶点进行修正， 剔除非人基因， 从而获得黑骨藤追风活络

胶囊化学成分的潜在靶点。 结果， 共筛选出 ３７ 个活性成

分， 其中黑骨藤 １７ 个、 青风藤 ７ 个、 追风伞 ８ 个； 青风藤、
黑骨藤共同成分 １ 个， 青风藤、 追风伞共同成分 １ 个， 黑

骨藤、 追 风 伞 共 同 成 分 ３ 个。 通 过 ＤｉｓＧｅＮＥＴ、 ＴＴＤ、
ＯＭＩＭ、 ＤｕｒｇＢａｎｋ、 ＧｅｎｅＣａｒｄ 数据库［２９］ 搜集类风湿性关节

炎 “ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ” 相关疾病靶点， 共获得 １ ８６９ 个靶

点， 将 ３７ 个活性成分作用靶点与疾病靶点取交集， 获得共

有靶点 ３３１ 个， 定义为黑骨藤追风活络胶囊治疗类风湿性

关节炎的有效靶点。 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ １０ ０ 软件构建 “药
材⁃活性成分⁃基因靶点关联网络图”， 见图 ２， 相关参数和

药物分析见表 ２。 总结表 ２ 中活性成分和各活性成分对应靶

点信息， 将活性成分进行有效性赋值 Ｅ ＝ ８０％ ｅ， 其中 ｅ 为

活性成分对应的关键靶点数。

图 ２　 药材⁃活性成分⁃基因靶点关联网络图

２ ６　 基于 “蛛网” 模式构建黑骨藤追风活络胶囊多维特征

网络　 采用 “蛛网” 模式结合 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ 筛选的 ５ 个原则构

建多维特征网络， 以回归面积进行综合评价， 公式为 Ｓ ＝
１
２
ｓｉｎα × （∑ｎ

ｉ ＝ １
ｐｉ·ｐｉ＋１ ＋ ｐｎ·ｐ１）， 其中 Ｓ 为候选成分的回

归面积， α 为相邻 ２ 个维度之间的夹角， ｐ 为候选成分不同

维度的得分。
黑骨藤追风活络胶囊中各味药材主要化学成分共 ３４６

种， 由于原料药材和复方制剂中的化学成分不同， 基于化

合物的传递与溯源原则， 赋予 ８０ 个制剂中成分数值 ｐｉ ＝ ３０，
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表 ２　 活性成分靶点数及其在药材中的分布情况

成分
胃肠道

吸收

Ｌｉｐｉｎｓｋ
五原则

Ｇｈｏｓｅ
维伯

法则
Ｅｇａｎ Ｍｕｅｇｇｅ 药材分布

靶点数 ／
个

衡州乌药碱 高 是 是 是 是 是 青风藤 ６３
β⁃谷甾醇 — — — — — — 青风藤、黑骨藤 ３８
丁香脂素 高 是 是 是 是 是 青风藤、追风伞 ９
青藤碱 高 是 是 是 是 是 青风藤 ４３
左旋千金藤啶碱 高 是 是 是 是 是 青风藤 ４８
千金藤宁碱 高 是 是 是 是 是 青风藤 ４９
木香内酯 高 是 否 是 是 否 青风藤 ５９
蝙蝠葛任碱 高 是 是 是 是 是 青风藤 ５０
去甲乌药碱 高 是 是 是 是 是 青风藤 ３
山柰酚 高 是 是 是 是 是 黑骨藤、追风伞 ４９
槲皮素 高 是 是 是 是 是 黑骨藤、追风伞 ４
汉黄芩素 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 １０
芒柄花素 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 １１
黄芩素⁃７⁃甲醚 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 ４
甘草素 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 ２４
高丽槐素 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 １３
黄花菜木脂素 Ａ 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 ４１
东莨菪素 高 是 是 是 是 否 黑骨藤 １４
２α，３β，５，２４⁃四羟基齐墩果⁃１２⁃烯⁃２８⁃羧酸 高 是 否 是 是 是 黑骨藤 ２２
滇杠柳苷元 Ａ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃洋地黄吡喃糖苷 高 是 否 是 是 是 黑骨藤 ４６
滇杠柳苷元 Ａ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃磁麻吡喃糖苷 高 是 否 是 是 是 黑骨藤 １３
ｐｅｒｉｐｌｏｇｅｎｉｎ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｄｉｇｉｔｏｘｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ 高 是 否 是 是 是 黑骨藤 １
ｐｅｒｉｐｌｏｇｅｎｉｎ ３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｃｙｍａｒｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ 高 是 否 是 是 是 黑骨藤 １
７β⁃羟基杠柳苷元 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 １
Δ５⁃ｐｒｅｇｎｅｎｅ⁃３β，１７α，２０α⁃ｔｒｉｏｌ 高 是 是 是 是 是 黑骨藤 ３
５β⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃８，１４β⁃ｅｐｏｘｙ⁃ｃａｒｄｅｎ⁃２０（２２）⁃ｏｌｉｄｅ⁃３β⁃ｙｌ⁃Ｄ⁃ｃｙｍａｒｏｐｙｎａｎｏｓｉｄｅ 高 是 否 是 是 是 黑骨藤 ７
（＋） ⁃丁香树脂醇 高 是 是 是 是 否 黑骨藤 １２
原儿茶醛 高 是 否 是 是 否 黑骨藤 ２
芦丁 — — — — — — 黑骨藤、追风伞 ２
３，７，９⁃三羟基⁃１⁃甲基⁃６Ｈ⁃苯［Ｃ］苯并吡喃⁃６⁃酮 高 是 是 是 是 是 追风伞 ５
金合欢素 高 是 是 是 是 是 追风伞 １
华中冬青素 高 是 是 是 是 是 追风伞 １
（Ｚ）⁃己⁃３⁃烯酸乙酯 高 是 否 是 是 否 追风伞 ５
二氢猕猴桃内酯 高 是 是 是 是 否 追风伞 ２
月桂酸乙酯 高 是 是 否 是 否 追风伞 １６
柚皮素 高 是 是 是 是 是 追风伞 ２
交链孢酚单甲醚 高 是 是 是 是 是 追风伞 ５

非制剂中成分 ｐｉｉ ＝ １０； 在特有性原则中， 各药材总共特有

性成分有 １０ 个， 赋予 １０ 个特有性成分数值 ｐｉ ＝ ３０， 非特有

性成分数值 ｐｉ ＝ １０； 在配伍原则上， 根据苗药组方配伍原

则， 赋予领头药数值 ｐｉ ＝ ３０、 铺底药 ｐｉｉ ＝ ２０、 引经药 ｐｉｉｉ ＝
１０； 在有效性原则中， 筛选出 ３６ 个活性成分， 按照公式计

算将 ３７ 个活性成分赋值； 在可测性原则中， ２０２０ 年版 《中
国药典》 收录药材的定量成分 １ 个赋予数值 ｐｉ ＝ ３０， 有文

献报道其含量测定的 ２１ 个化学成分赋值 ｐｉ ＝ １０， 无文献报

道其含量测定的化学成分赋值 ｐｉ ＝ ０。 计算回归面积， 绘制

“蛛网” 模式图， 见图 ３， 并计算 ２９ 个候选成分的回归面

积， 见表 ３、 图 ４。 由此可知， 排名前 ５ 的成分有青藤碱、
千 金 藤 宁 碱、 △５⁃ｐｒｅｇｎｅｎｅ⁃３β， １７α， ２０ （ Ｓ ） ⁃ｔｒｉｏｌ、
ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｇｅｎｉｎ、 ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｓｉｄｅ Ｍ。

图 ３　 ２９ 个候选成分的 “蛛网” 模式图
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表 ３　 ２９ 个候选成分回归面积

候选成分 传递和溯源 成分特有性 配伍规律 成分可测性 有效性 回归面积

青藤碱 ３０ ３０ ２０ ３０ ３４ ４ １ ９８０ １９
千金藤宁碱 ３０ １０ ２０ ０ ３９ ２ ７９７ ０２

△５⁃ｐｒｅｇｎｅｎｅ⁃３β，１７α，２０（Ｓ）⁃ｔｒｉｏｌ １０ ３０ ３０ ０ ０ ５７０ ６６
ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｇｅｎｉｎ １０ ３０ ３０ ０ ０ ５７０ ６６
ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｓｉｄｅＭ １０ ３０ ３０ ０ ０ ５７０ ６６

大黄素 １０ ３０ ２０ ０ ０ ４２８ ００
钝叶素 １０ ３０ ２０ ０ ０ ４２８ ００

橙黄决明素 １０ ３０ ２０ ０ ０ ４２８ ００
６，８⁃二羟基⁃１，２，７⁃三甲氧基⁃３⁃甲基蒽醌 １０ ３０ ２０ ０ ０ ４２８ ００

决明素 １０ ３０ ２０ ０ ０ ４２８ ００
黄决明素 １０ ３０ ２０ ０ ０ ４２８ ００
绿原酸 ３０ １０ ３０ １０ ０ ４２８ ００

隐绿原酸 ３０ １０ ３０ １０ ０ ４２８ ００
新绿原酸 ３０ １０ ３０ １０ ０ ４２８ ００
异绿原酸 Ｂ ３０ １０ ３０ １０ ０ ４２８ ００
异绿原酸 Ｃ ３０ １０ ３０ １０ ０ ４２８ ００
异绿原酸 Ａ ３０ １０ ３０ １０ ０ ４２８ ００
杠柳毒苷 ３０ １０ ３０ １０ ０ ４２８ ００

衡州乌药碱 １０ １０ ２０ ０ ５０ ４ ３８２ ３４
山柰酚 １０ １０ ３０ ０ ３９ ２ ３７６ ６４

木香内酯 １０ １０ ２０ ０ ４７ ２ ３６７ １２
滇杠柳苷元 Ａ⁃３⁃Ｏ⁃β⁃洋地黄吡喃糖苷 １０ １０ ３０ ０ ３６ ８ ３６５ ２２

芦丁 ３０ １０ ２０ １０ １ ６ ３６３ ３２
黄花菜木脂素 Ａ １０ １０ ３０ ０ ３２ ８ ３４６ ２０

β⁃谷甾醇 １０ １０ ３０ ０ ３０ ４ ３３４ ７９
木兰花碱 ３０ １０ ２０ １０ ０ ３３２ ８９
尖防己碱 ３０ １０ ２０ １０ ０ ３３２ ８９

蝙蝠葛任碱 １０ １０ ２０ ０ ４０ ３３２ ８９
伪非洲防己碱 ３０ １０ ２０ １０ ０ ３３２ ８９

图 ４　 ２９ 个候选成分的回归面积柱状图

２ ７　 分子对接　 为进一步验证关键质量标志物的合理性，
采用分子对接综合评估辨析的 ５ 个候选成分与靶点蛋白的

结合力。 首先将 ３１１ 个交集靶点进行 ＰＰＩ 网络构建， 筛选

出度值排名前 ４ 位的靶点蛋白 （ＳＴＡＴ３、 ＳＲＣ、 ＨＳＰ９０ＡＡ１、
ＡＫＴ１）， 采用 Ｃｈｅｍ ３Ｄ ２０ ０ 软件对 ５ 个成分二维结构进行

最小自由能结构优化， 并保存为 “ｍｏｌ２” 格式。 从蛋白质

数据库下载靶点蛋白受体， 在 ＰｙＭｏｌ ２ ４ ０ 软件中去除各受

体的水分子和原晶配体， 并进行加氢处理。 采用 Ａｕｔｏ Ｄｏｃｋ
Ｖｉｎａ １ １ ２ 软件进行分子对接， 记录最低结合能［２８］ 。 结合

能小于 ０ 说明分子之间具有结合活性， 小于－５ ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ
说明分子之间具有较强的结合活性， 能量越低结合能力越

强［３０］ ， 结果显示该 ５ 个成分与核心靶点有着较好的结合能

力， 见图 ５。 对结合能力较强的前四个构象进行可视化分

析， 见图 ６。

图 ５　 各成分与核心靶点的结合能
９２０１

２０２５ 年 ３ 月

第 ４７ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ３



图 ６　 结合能小于－９ １ ｋＪ ／ ｍｏｌ 的成分⁃蛋白对接构象

３　 讨论与结论

本研究以 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ 的 ５ 个原则 （传递与溯源、 特有性、
配伍原则、 可测性和有效性为核心）， 对黑骨藤追风活络胶

囊化学成分进行搜集与分析， 并结合 “蛛网” 模式筛选，
根据各候选成分回归面积， 综合评价各候选成分对类风湿

性关节炎的贡献程度， 最终筛选出青藤碱、 千金藤宁碱、
△５⁃ｐｒｅｇｎｅｎｅ⁃３β， １７α， ２０ （ Ｓ ） ⁃ｔｒｉｏｌ、 ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｇｅｎｉｎ、
ｐｅｒｉｐｌｏｃｏｓｉｄｅ Ｍ ５ 个成分为潜在 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ， 可作为黑骨藤追

风活络胶囊治疗类风湿性关节炎的质量控制指标性成分。
分子对接结果显示， 该 ５ 个成分与类风湿性关节炎关键核

心靶点对接分数均低于－５ ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 表明其能较好地与

类风湿性关节炎相关靶点结合， 潜在生物活性较高， 黑骨

藤追风活络胶囊治疗 ＲＡ 的靶点具有一定的分子基础。 本

研究结果可为黑骨藤追风活络胶囊质量控制和进一步开发

利用提供科学依据， 也可为苗药复方 Ｑ⁃Ｍａｒｋｅｒ 筛选提供新

参考。
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摘要： 目的　 建立大补阴丸中醋龟甲的真伪鉴定方法。 方法 　 根据龟甲 （乌龟） 及其伪品 （花龟、 巴西龟和鳄龟）
的线粒体基因序列差异设计了引物 ＷＧ、 ＨＧ、 ＢＸ 和 ＥＧ， 采用荧光定量 ＰＣＲ 扩增 ＤＮＡ 并进行方法学考察， 对 ８ 批大

补阴丸中醋龟甲进行鉴定。 结果　 含有乌龟、 花龟、 巴西龟和鳄龟的 ＤＮＡ 供试品在与上述引物经扩增后， 分别检测

到了荧光信号， 并具备特定温度单一峰， Ｔｍ 分别为 ７５ ４０、 ７９ １２、 ８０ １６、 ７８ ８２ ℃； 最低检出限为 １×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，
重复性实验中 ＣＶ＜１％ ； 分别有 ２ 批、 １ 批和 ５ 批大补阴丸中所含醋龟甲被鉴定为正品、 掺伪品和伪品。 结论　 该方法

可用于含醋龟甲制剂的质量控制； 大补阴丸中醋龟甲伪品较多， 其质量管理亟待加强。
关键词： 大补阴丸； 中成药； 醋龟甲； 特异性引物； 荧光定量 ＰＣＲ
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　 　 龟甲为乌龟 Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ （Ｇｒａｙ） 的背甲及腹甲，
归肝、 肾、 心经［１］ ； 其炮制品醋龟甲临床应用较为广泛，
主要用于改善骨质疏松［２］ 、 贫血［３］ 、 免疫力低下［４］ 等。 然

而， 由于龟科物种多样和各地使用习惯不同等， 市场上常

见一些伪品， 如花龟 Ｍａｕｒｅｍｙｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ、 巴西龟 Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ
ｓｃｒｉｐｔａ 和鳄龟 Ｃｈｅｌｙｄｒａ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ［５］ ， 对龟甲及含龟甲制剂

的安全与有效造成了不良影响。 ２０２０ 年版 《中国药典》 一

部所载 “成方制剂” 的 “鉴别” 和 “检查” 项下偶见醋龟

甲的显微鉴别， 但其特征性较弱， 且其成分较复杂， 难以

准确鉴定醋龟甲炮制品的真伪。
荧光定量 ＰＣＲ 技术利用能与双链 ＤＮＡ 非特异性结合

的荧光染料或与目的片段特异性结合的荧光探针， 通过在

扩增过程中采集荧光信号， 定性与定量分析未知 ＤＮＡ 模

板； 该技术灵敏度高、 特异性强［６⁃１２］ ， 近年来已应用于石

斛、 蜈蚣、 藿香、 人参、 苍术、 姜黄等中药的鉴别［１３⁃１８］ 。

本研究根据龟甲及其伪品 （花龟、 巴西龟和鳄龟） 的

线粒体基因序列差异设计了物种特异性引物， 并通过荧光

定量 ＰＣＲ 建立了一种鉴定大补阴丸中醋龟甲成分真伪的检

测方法， 可作为评价与监控该中成药质量的常规手段， 有

助于保障其临床用药的安全性和有效性以及维护良好的市

场秩序。
１　 材料

１ １　 仪器 　 Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ Ｃｏｍｆｏｒｔ 恒温混匀仪、 ＭｉｎｉＳｐｉｎ 离

心机 （德国艾本德公司）； ＡＬ１０４ 电子分析天平 （万分之

一， 瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＨＳ⁃８４０Ｕ 净化工作台 （苏
州净化设备有限公司）； ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 核酸蛋白分析仪、
ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国赛默飞世尔科技

公司）。
１ ２　 药物　 乌龟、 花龟、 巴西龟和鳄龟分别于 ２０１６ 年至

２０２１ 年购自全国各地水产市场， 并经 ＣＯＩ 条形码鉴定其基
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